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 RESUMO 
 
Elie Metchnikoff descreveu pela primeira vez os macrófagos e 
suas funções, uma delas é a fagocitose e eliminação de patógenos. 
Porém, alguns microrganismos desenvolveram estratégias para 
sobreviver dentro destas células, um exemplo de sucesso é o 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), o agente causador da tuberculose 
humana. Este bacilo ganha acesso ao interior dos macrófagos utilizando 
receptores na superfície destas células. Devido à sua grande 
heterogeneidade, os macrófagos apresentam diversas moléculas em sua 
superfície, é possível que Mtb utilize diferencialmente essas moléculas 
para sua sobrevivência intracelular. A heterogeneidade dos macrófagos 
foi explorada neste trabalho através de duas subpopulações distintas de 
macrófagos derivados de medula óssea (MMOs). Estas subpopulações 
foram separadas, por citometria de fluxo, baseadas em características de 
tamanho, complexidade e por moléculas expressas em sua superfície. A 
subpopulação maior e mais complexa, foi denominada A e apresenta 
uma frequência média de 65%, já a subpopulação menor e menos 
complexa, denominada B, apresenta uma frequência média de 15%. Para 
estudar a interação destas subpopulações com Mtb, ensaios de adesão e 
fagocitose foram realizados. Foi possível observar que Mtb adere e é 
mais fagocitado pela subpopulação B, a qual foi caracterizada como 
SSCloFSCloF4/80intCD11bint quando comparada à subpopulação A. As 
análises de citometria de fluxo indicavam que CD195 (CCR5) era um 
receptor envolvido no aumento da interação entre a subpopulação B e 
Mtb, porém MMOs derivados de camundongos nocautes para este 
receptor apresentam o mesmo perfil de adesão que MMOs de 
camundongos selvagens. Além disso, também foi investigado se o 
estágio de maturação da subpopulação B poderia estar envolvido com o 
aumento da adesão destes macrófagos à Mtb, contudo o estágio de 
maturação não parece participar neste processo. Em conjunto, os dados 
deste trabalho mostram que macrófagos de medula óssea apresentam 
duas subpopulações distintas, chamadas A e B. A subpopulação B 
apresenta maior interação com Mtb e esta interação não é dependente de 
CD195. Além disso, a subpopulação B foi caracterizada como 
SSCloFSCloF4/80intCD11bint quando comparada à subpopulação A.  
 
Palavras-chave: Macrófagos, subpopulações, Mycobacterium 
tuberculosis. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Elie Metchnikoff first described macrophages and its functions, 
one of them is the phagocytosis and killing of pathogens. However, 
some microorganisms developed strategies to survive inside 
macrophages, one successful example is Mycobacterium tuberculosis 
(Mtb), the causing agent of tuberculosis. This bacilli access the 
macrophage’s intracellular environment through surface receptors. 
Because of its great heterogeneity macrophages express different surface 
molecules and it is possible that Mtb exploits these differentially 
expressed molecules to survive inside the cell. The heterogeneity of 
macrophages was explored here using two distinct subpopulations of 
bone marrow macrophages (BMMs). These subpopulations were 
separated by flow cytometry based on size and complexity and also by 
expression surface molecules. The subpopulation, which was bigger and 
more complex, was called A and displays a mean frequency of 65%, on 
the other side the smaller and less complex subpopulation, was called B 
and displays a mean frequency of 15%. To study the interaction between 
Mtb and these two subpopulations binding and phagocytosis assays 
were performed. It was observed that subpopulation B presents higher 
bacterial binding and phagocytosis and it was phenotypically 
characterized as SSCloFSCloF4/80intCD11bint when compared to 
subpopulation A. The flow cytometry analysis indicates that CD195 
(CCR5) was involved in higher bacterial binding of subpopulation B, 
nevertheless BMMs from mice knockout for CD195 showed the same 
levels of bacterial binding then wild-type BMMs. Furthermore, it was 
also investigated if the maturation status of subpopulation B could be 
associated with the augmented mycobacterial binding, however it does 
not seems to participate in this process. Taken together, these data 
shows that BMMs presents two distinct subpopulations, which were 
named A and B. The subpopulation B, displays higher bacterial binding 
and phagocytosis and CD195 does not participate in these processes. 
Additionally, subpopulation B was phenotypically characterized as 
SSCloFSCloF4/80intCD11bint when compared to subpopulation A. 
 
Key-words: Macrophages, subpopulation, Mycobacterium 
tuberculosis. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. HISTÓRICO E ORIGEM DOS MACRÓFAGOS 
 
Os macrófagos foram descritos pela primeira vez por Elie 
Metchnikoff no final do século 19. Na época, Metchnikoff observou que 
quando espinhos eram inseridos em Bipinnaria, larvas de estrelas-do-
mar, células migratórias envolviam esse corpo estranho 
(METCHNIKOFF, 1884a). O mesmo fenômeno foi observado quando 
pequenos crustáceos eram infectados com leveduras. Estas leveduras 
produziam esporos em forma de agulhas, a presença destes induzia o 
acúmulo das células migratórias envolta dos mesmos (METCHNIKOFF, 
1884b) Ainda, Metchnikoff observou que estas células migratórias eram 
capazes de englobar batérias METCHNIKOFF, 1884a). A essas células 
ele deu o nome de fagócitos, células devoradoras, e ao processo deu o 
nome fagocitose (METCHNIKOFF, 1884a). Metchnikoff  também 
descreveu a presença desses fagócitos em vertebrados e outras funções 
que eles desempenham, como a fagocitose de corpos apoptóticos 
durante a metamorfose de sapos (METCHNIKOFF, 1883). Já na década 
de 60, estudos feitos por van Furth e Cohn mostraram que os monócitos 
circulantes no sangue, derivados de progenitores na medula óssea, 
povoavam os tecidos na forma de macrófagos e a este conjunto de 
células deram o nome de sistema fagocítico mononuclear (VAN 
FURTH e COHN, 1968; VAN FURTH et al., 1972). Porém, nos últimos 
anos vários trabalhos têm relatado a origem dos macrófagos residentes 
nos tecidos, mostrando que para alguns órgãos, os macrófagos são 
derivados de células progenitoras do saco vitelínico e do fígado fetal, e 
persistem até a idade adulta, independente dos monócitos circulantes no 
sangue (GINHOUX et al., 2010; HOEFFEL et al., 2012; SCHULZ et 
al., 2012; GUILLIAMS et al., 2013; HASHIMOTO et al., 2013; YONA 
et al., 2013). Por exemplo, um destes trabalhos mostrou que a micróglia, 
macrófagos residentes do sistema nervoso central, é derivada de células 
progenitoras presentes no saco vitelínico (GINHOUX et al., 2010). 
Além disso, experimentos utilizando a deleção de c-Myb, um fator de 
transcrição necessário para a hematopoiese na medula óssea, mostraram 
que este fator é dispensável para o desenvolvimento de células de 
Kupffer, Langerhans e micróglia, indicando que estas células são 
geneticamente diferentes das células derivadas da medula óssea 
(SCHULZ et al., 2012). Ainda, Hashimoto e colaboradores (2013) 
observaram que, ao remover os macrófagos do pulmão, a maioria da 
repopulação do tecido acontece in situ sem contribuição dos monócitos 
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circulantes. Portanto, os macrófagos e monócitos presentes em 
camundongos são derivados de pelo menos três fontes distintas 
conforme sumarizado na figura 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Origem dos macrófagos teciduais. Os macrófagos que povoam os 
tecidos são derivados de três fontes distintas, de progenitores do saco vitelínico 
e fígado fetal e de progenitores da medula óssea.  
 
1.2. A HETEROGENEIDADE DOS MACRÓFAGOS  
 
Após povoarem os tecidos, os macrófagos desempenham 
diferentes funções dependendo do órgão em que se encontram. Estas 
células participam de diversos processos, desde o desenvolvimento do 
organismo até a resposta a patógenos. A importância dos macrófagos 
durante o desenvolvimento foi evidenciada por uma mutação no gene 
que codifica o fator estimulador de colônia (CSF)-1. Essa mutação gera 
camundongos deficientes em macrófagos, os quais apresentam 
anormalidades no cérebro e na medula óssea (MICHAELSON et al., 
1996; CECCHINI et al., 1997). Além disso, os macrófagos participam 
da remoção de células apoptóticas durante o desenvolvimento, ajudam 
na angiogênese e na formação dos vasos sanguíneos (HOPKINSON-
WOOLLEY et al., 1994; LOBOV et al., 2005). Nos ossos, os 
macrófagos, também chamados de osteoclastos, fazem a reabsorção 
óssea, ajudando a manter a homeostase neste tecido e, a deficiência na 
atividade destas células leva a osteoporose (YOSHIDA et al., 1990). Já 
na medula óssea, os macrófagos auxiliam na eritropoiese e mantém as 
células tronco hematopoiéticas em seus nichos (YOSHIDA et al., 2005; 
Saco%vitelínico% Fígado%fetal%
Medula%óssea%
Progenitor%
mielóide%
Monócitos%
Macrófagos%teciduais%
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CHOW et al., 2011). No sangue, os monócitos são responsáveis por 
limpar os debris das células endoteliais (CARLIN et al., 2013). A 
imunovigilância no fígado é feita por macrófagos móveis, enquanto que 
os sésseis (células de Kupffer) são designados a fazer o clearance de 
microrganismos e células circulantes no sangue, principalmente os 
eritrócitos (KONDO et al., 1988; KLEIN et al., 2007). Os macrófagos 
esplênicos efetuam a remoção de células apoptóticas, eritrócitos, 
colaboram no metabolismo do ferro, além de também fazer a 
imunovigilância do baço (KRISTIANSEN et al., 2001; KANG et al., 
2004; SCHAER et al., 2006; MIYAKE et al., 2007).   
Nos pulmões, os macrófagos alveolares participam na 
homeostase, do metabolismo de surfactantes e da imunidade contra 
patógenos inalados (DRANOFF et al., 1994; IKEGAMI et al., 1996; 
CHEUNG et al., 2000). No tecido adiposo, os macrófagos contribuem 
para o metabolismo da glicose juntamente com eosinófilos e estão 
envolvidos na sensibilidade a insulina (ODEGAARD et al., 2007; WU 
et al., 2011). No sistema nervoso central, a micróglia tem papel na 
sobrevivência neuronal, na imunovigilância, na sinapse e na remoção de 
neurônios mortos (SONNENFELD e JACOBS, 1995; PAOLICELLI et 
al., 2011; LONDON et al., 2013). No trato gastrointestinal, os 
macrófagos mantém a homeostase e estão envolvidos na regulação da 
resposta imune contra a microbiota (RAKOFF-NAHOUM et al., 2004; 
SMYTHIES et al., 2005; UEDA et al., 2010). Os macrófagos peritoniais 
tem papel na imunidade contra patógenos, homeostase e na retirada de 
células apoptóticas do tecido (WIKTOR-JEDRZEJCZAK et al., 1996; 
SCOTT et al., 2001; CAILHIER et al., 2005). Na pele, essas células 
exercem funções na manutenção do equilíbrio homeostático e no reparo 
do tecido (CHORRO et al., 2009; MIRZA et al., 2009; LUCAS et al., 
2010; TAMOUTOUNOUR et al., 2013). 
Estas funções enfatizam a grande heterogeneidade dos 
macrófagos, a qual é refletida nas moléculas que estas células expressam 
em sua superfície (Figura 2) (LAVIN e MERAD, 2013).  
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Figura 2: Heterogeneidade na expressão de moléculas de superfície de 
macrófagos. Moléculas de superfície expressas em macrófagos do sistema 
nervoso central, fígado, baço, intestino, peritônio, pele, sangue, medula óssea e 
pulmão (Adaptado de Lavin e Merald, 2013).  
 
  
Baço 
  
25 
 
Uma das primeiras funções descritas dos macrófagos é a de 
fagocitar e eliminar patógenos, como mostrado por Metchnikoff (1884b) 
e por outros cientistas ao longos dos anos (JONSSON et al., 1985; 
CAMPBELL et al., 2001; ANAND et al., 2007; HOUGHTON et al., 
2009; MANNI et al., 2011). Porém, alguns patógenos desenvolveram 
estratégias diversificadas que culminam com a habilidade de sobreviver 
e proliferar dentro dos macrófagos. Um exemplo de sucesso é um 
microrganismo chamado Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (KOCH, 
1882).  
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1.3. O MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
 
O Mtb tem tamanho variável, medindo cerca de 1 a 4 µm de 
comprimento e 0,3 a 0,6 µm de diâmetro (BRENNAN e NIKAIDO, 
1995). É um bacilo aeróbio, de crescimento lento, cuja replicação leva 
aproximadamente 24 horas (HIRIYANNA e RAMAKRISHNAN, 
1986). A parede celular desta bactéria é composta por um complexo 
covalente de ácidos micólicos, arabinogalactanos e peptídeoglicanos os 
quais são envoltos por uma cápsula de proteínas e polissacarídeos, 
estruturados de acordo com a figura 3 (LEDERER et al., 1975; 
HIRIYANNA e RAMAKRISHNAN, 1986; COLE et al., 1998). Os 
ácidos micólicos são ácidos graxos de cadeia longa, composta por 60 a 
90 átomos de carbono e são o principal componente da parede celular 
das micobactérias, além disso a composição de polissacarídeos na 
cápsula pode variar de acordo com a cepa (ASSELINEAU e LEDERER, 
1950; CHATTERJEE, HUNTER, et al., 1992; CHATTERJEE, 
LOWELL, et al., 1992). A estrutura da parede celular, rica em lipídeos, 
faz com que esse bacilo tenha característica álcool-ácida resistente, 
sendo coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, onde as bactérias são 
coradas com fucsina a quente e resistem a descoloração por uma solução 
álcool-ácida (BRANDT e LLOYD, 1954). 
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Figura 3: Estrutura da parede celular de Mycobacterium tuberculosis. A 
parede celular do Mtb é composta por uma camada de ácidos micólico, 
arabinogalactanos, peptídeoglicanos, circundados por uma cápsula de proteínas 
e polissacarídeos (Adaptado de Kieser e Rubin, 2014).  
 
Além dessas características, esse bacilo também é o agente 
causador da tuberculose (TB) (KOCH, 1882). A tuberculose foi 
responsável por 1,5 milhões de mortes e 9,6 milhões de novos casos no 
mundo, em 2014 (WHO, 2015). O Brasil está entre os 22 países 
responsáveis por 80% dos casos de TB mundial, juntamente com Índia, 
China, Indonésia, Mianmar, Zimbábue, Etiópia, Filipinas, Uganda, 
Paquistão e Vietnam (WHO, 2015). Cerca de 3,5% dos novos casos e 
20,5% de casos de reincidência são devidos a multirresistência a drogas 
e destes 9% são considerados extensivamente resistentes (WHO, 2015). 
A transmissão desta doença ocorre quando bacilo é expelido por pessoas 
infectadas, através da tosse, e inaladas por pessoas não infectadas 
(GLICKMAN e JACOBS, 2001). Nos pulmões, o patógeno infecta os 
macrófagos e outros tipos celulares como células dendríticas e 
neutrófilos (BERTHRONG, 1968; MAY e SPAGNUOLO, 1987; 
HENDERSON et al., 1997). As células dendríticas captam os bacilos e 
migram para os linfonodos para fazer a apresentação de antígenos às 
células T, após o contato com as células dendríticas nos linfonodos, as 
células T vão ao local da infecção onde circundam os macrófagos, 
células dendríticas e células epiteliais infectadas, formando o 
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Arabinogalactanos 
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granuloma, estrutura celular característica da tuberculose (Figura 4) 
(MEDLAR, 1955; TAILLEUX et al., 2003; TIAN et al., 2005; WOLF 
et al., 2007; O'GARRA et al., 2013). Conforme o granuloma amadurece, 
ele adquire uma cápsula fibrosa que envolve as células infectadas e 
mantém a tuberculose em um estado latente, sendo chamado de 
granuloma fibrótico. Posteriormente, o granuloma pode se transformar 
em um granuloma calcificado, ou então, em cerca de 10% dos casos, a 
bactéria volta a se replicar no interior do granuloma, causado necrose 
das células em sua estrutura central liberando bactérias viáveis nas vias 
aéreas, esse granuloma é chamado, granuloma caseoso e caracteriza a 
fase ativa da doença (FLYNN e CHAN, 2003; ULRICHS e 
KAUFMANN, 2006; SAUNDERS e BRITTON, 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Patogênese da tuberculose. No pulmão, após serem inalados, os 
bacilos da tuberculose são capturados pelas células dendríticas, processados e 
apresentados a células T nos linfonodos. As células T primadas voltam para o 
pulmão onde irão circundar macrófagos e células dendríticas e epiteliais para 
formar o granuloma. (Adaptado de Redford, Murray e O’Garra, 2011).  
 
Após o estabelecimento da doença, ela pode ser curada, para o 
tratamento da tuberculose causada por cepas não resistentes são usados 
os fármacos de primeira linha, isoniazida, rifampicina, pirazinamida e 
etambutol e, para os casos de cepas multirresistentes são usados os 
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fármacos de primeira linha em associação com aminoglicosídeos, 
tioaminas, fluoroquinolonas e peptídeos cíclicos (WHO, 2015). Para os 
casos de cepas extensivamente resistentes, fármacos de primeira e 
segunda linha são associados com canamicina, capreomicina e 
amicacina (WHO, 2015). A duração do tratamento é em média de 6 a 9 
meses, nos casos de multirresistência pode chegar até dois anos 
(SHENOI et al., 2009). O tempo prolongado e os efeitos colaterais 
destes medicamentos aumentam as chances de desistência do tratamento 
e a incidência de cepas mais resistentes (YEE et al., 2003; TORUN et 
al., 2005).  
 
 
1.4. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS E OS MACRÓFAGOS 
 
Embora o Mtb seja transmitido pelo ar e atinja preferencialmente 
os pulmões, outros tecidos também podem ser alvos deste bacilo 
(KOCH, 1882). Já foram descritos casos da instalação da doença em 
ossos, olhos, meninges, cérebro, pele, laringe, articulações, linfonodos, 
pericárdio, pleura, trato gastrointestinal, rins, peritônio, trato gênito-
urinário e ainda pode atingir o fígado e o baço como consequência da 
TB miliar, uma forma disseminada da doença (DUZGUN et al., 2002; 
GOLDEN e VIKRAM, 2005; MAHYUDIN et al., 2010; DAHER EDE 
et al., 2013; VENYO, 2015; VIEGAS et al., 2015; YARI et al., 2015; 
OISHI et al., 2016). Esta capacidade de infectar diferentes tecidos, 
indica que Mtb é capaz de interagir com diversas subpopulações de 
macrófagos presentes no organismo e se adaptar ao microambiente 
local. 
Esta interação entre macrófagos e Mtb foi estudada por 
Metchnikoff em 1888, e mesmo após quase 130 anos de estudos, a 
maneira como este patógeno interage com estas células ainda não é 
completamente entendida (METCHNIKOFF, 1888). O acesso ao 
interior de macrófagos por Mtb é mediado por receptores de superfície. 
Inicialmente, os receptores do complemento e de manose foram 
mostrados como sendo responsáveis pela interação inicial entre 
patógeno e hospedeiro, contudo a inibição destes receptores provoca 
apenas uma diminuição na fagocitose, indicando a existência de outros 
receptores participantes no processo (SCHLESINGER et al., 1990; 
SCHLESINGER et al., 1996; ROOYAKKERS e STOKES, 2005). De 
fato, outros receptores de superfície de macrófagos foram demonstrados 
como participantes na interação entre estas células e Mtb, receptores do 
tipo scavenger, do tipo toll, receptores Fc, CD14, receptores para 
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proteínas surfactantes e receptores mincle (ARMSTRONG e HART, 
1975; UNDERHILL et al., 1999; MEANS et al., 2001; BAFICA et al., 
2005; ISHIKAWA et al., 2009; SCHAFER et al., 2009; HAWKES et 
al., 2010; SEVER-CHRONEOS et al., 2011; BEHLER et al., 2012). 
Além disso, a cooperação entre receptores também pode ocorrer, em um 
estudo a cooperação entre os receptores do complemento 1 (CR1) e 3 
(CR3) aumentou a capacidade de adesão de monócitos a partículas 
opsonizadas (SUTTERWALA et al., 1996). A utilização de certos 
receptores de superfície pode ser vantajosa para patógenos 
intracelulares. Por exemplo, Leishmania major ativa a via alternativa do 
sistema complemento e C3b é depositado em sua superfície, quando 
promastigotas metacíclicos se ligam a CR1 eles sobrevivem e 
conseguem se replicar (MOSSER e EDELSON, 1987). Contudo, 
quando promastigotas infectam macrófagos via o domínio de lectina do 
CR3 estas formas são eliminadas (DA SILVA et al., 1989). O mesmo 
perfil é observado em infecções de macrófagos por Salmonella typhi, 
quando este patógeno utiliza CR3 para infectar a célula, a bactéria é 
fagocitada em uma vesícula que funde com lisossomo. Porém quando S. 
typhi utiliza CR1, não foram observados marcadores lisossomais 
associados a ela (ISHIBASHI e ARAI, 1990). Utilizando o mesmo 
raciocínio, experimentos com o bloqueio de receptores de manose ou do 
complemento foram realizados com Mtb. Porém, não foram observadas 
alterações na sobrevivência ou no crescimento intracelular durante a 
infecção de macrófagos humanos (ZIMMERLI et al., 1996). Contudo, 
estas observações não excluem a possibilidade de outros receptores 
envolvidos no reconhecimento de Mtb participarem do destino 
intracelular da bactéria. Neste contexto, os primeiros momentos da 
infecção, os quais as moléculas de superfície de macrófagos interagem 
com a bactéria parecem ser decisivos para a sobrevivência do patógeno 
(MOSSER e EDELSON, 1987; DA SILVA et al., 1989; ISHIBASHI e 
ARAI, 1990). 
Desta maneira, levando em consideração a diversidade dos 
macrófagos, a hipótese desse trabalho é que a expressão de algumas 
moléculas de superfície em subpopulações destas células leva à 
interação diferenciada com Mtb. Essa hipótese surgiu durante 
experimentos iniciais realizados por nosso grupo, onde foi observado 
uma ligação aumentada dessa bactéria a uma subpopulação de 
macrófagos derivados de medula óssea. Estes resultados sugeriram uma 
heterogeneidade na interação entre estes macrófagos e Mtb.  
Os macrófagos derivados de medula óssea (MMOs) podem ser 
gerados ao expor células de medula óssea ao fator estimulante de 
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colônias de granulócitos e monócitos (GM-CSF), ao fator estimulante de 
colônias de macrófagos (M-CSF) e ao sobrenadante de células L929, 
fonte de M-CSF (STANLEY et al., 1976; BURGESS et al., 1977; 
YAMAMOTO-YAMAGUCHI et al., 1983; LADNER et al., 1988; 
WILTSCHKE et al., 1989). As células da medula óssea quando 
expostas ao sobrenadante de células L929, durante 7 a 8 dias, se 
diferenciam em macrófagos que ficam aderidos a uma superfície 
plástica (YAMAMOTO-YAMAGUCHI et al., 1983; BOLTZ-
NITULESCU et al., 1987). Os MMOs, diferenciados com sobrenadante 
de L929, são um modelo utilizado para estudar a interação entre estas 
células e o bacilo da tuberculose (FLESCH e KAUFMANN, 1987; 
CHACON-SALINAS et al., 2005; PODINOVSKAIA et al., 2013). 
Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar detalhadamente as 
características das subpopulações de macrófagos derivados de medula 
óssea e sua interação com Mtb. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1. OBJETIVO GERAL  
 
Estudar os primeiros passos da interação de Mycobacterium 
tuberculosis com macrófagos derivados de medula óssea. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
I - Caracterizar as subpopulações de macrófagos derivados de 
medula óssea. 
II - Estudar a interação das subpopulações de macrófagos com 
Mtb. 
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3. METODOLOGIA 
 
 
3.1. COMITÊ DE ÉTICA PARA USO DE ANIMAIS 
 
O uso de animais neste projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 
para Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA 
– UFSC), sob o protocolo PP00880. 
 
 
3.2. INSTALAÇÕES E CONDIÇÕES DOS ANIMAIS 
 
Os camundongos eram provenientes do biotério setorial do 
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) da 
UFSC e foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12h, a temperatura de 
22 ± 2°C e regime ad libitum. Além disso, os camundongos foram 
mantidos dentro de caixas de acrílico, em estante ventilada com água e 
serragem autoclavadas. 
 
 
3.3. OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MEDULA 
ÓSSEA  
 
Camundongos de ambos os sexos, da linhagem C57/BL6 e idade 
entre 6 a 8 semanas foram eutanasiados, ao final da tarde, e os membros 
posteriores foram retirados e dissecados, em fluxo laminar, a fim de 
isolar o fêmur e a tíbia. Os osso foram mantidos em meio Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) até o momento da 
retirada da medula. Em condições assépticas, as epífises dos ossos foram 
removidas com uma lâmina de bisturi número 23 e, utilizando uma 
seringa com agulha de insulina, a medula foi removida do interior dos 
ossos com Phosphate Buffer Saline (PBS, Lonza). A suspensão de 
células da medula foi centrifugada a 1200 x g por 5 minutos e o 
sobrenadante descartado. O pellet foi resuspendido em DMEM 
suplementado com 20% de sobrenadante de L929, 10% Soro Bovino 
Fetal (SBF, Hyclone), Piruvato de sódio 1mM (Sigma), L-glutamina 
2mM (Invitrogen) e HEPES 25mM (Life Technologies). Esta suspensão 
foi distribuída em placas de 6 poços, contendo 3 ml em cada poço, e 
incubadas a 37°C e 5% de CO2. No quinto dia de cultivo foram 
adicionados mais 2 ml de DMEM suplementado, e as células foram 
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incubadas nas mesmas condições até o sétimo dia de cultivo. Segundo a 
experiência do nosso laboratório, um camundongo fornece, em média, 
1,5 x 107 células diferenciadas em macrófagos. Esse valor foi 
considerado para decidir quantos animais seriam utilizados em cada 
experimento. Observação: Na experiência do nosso laboratório não há 
diferenças entre macrófagos derivados de medula óssea de 
camundongos machos ou fêmeas. 
 
 
3.4. COLETA DE SOBRENADANTE DE CÉLULAS L929 
 
Alíquotas de células L929 foram descongeladas, lavadas com 
meio DMEM mais 20% de SBF e colocadas em garrafas de cultura de 
75 cm2  até atingirem confluência. Após esse período as células foram 
lavadas com PBS e depois incubadas com tripsina (Lonza) durante 5 
minutos a 37°C. As células foram então destacadas utilizando uma 
pipeta estéril e descartável. Estas células foram contadas e 3x106 foram 
colocadas em uma garrafa de cultura de 150 cm2. Nesta garrafa foram 
adicionados 20 ml de meio DMEM suplementado com 10% Soro 
Bovino Fetal (SBF, Hyclone), Piruvato de sódio 1mM (Sigma), L-
glutamina 2mM (Invitrogen) e HEPES 25mM (Life Technologies). No 
dia seguinte,  foram adicionados mais 80 ml de meio DMEM 
suplementado e estas células foram deixadas com o meio durante 6 dias. 
Após esse período todo o sobrenadante foi coletado, filtrado em filtro 
0,22 µm, alíquotado em tubos de 50 ml e outros 100 ml de DMEM 
suplementado foi adicionado a cultura. Depois de 7 dias, todo o 
sobrenadante foi coletado novamente, filtrado e aliquotado da mesma 
maneira. 
 
 
3.5. CULTIVO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS H37RV 
 
As colônias de H37Rv eram mantidas através de repiques 
semanais de amostras congeladas em freezer -80°C. Após o 
descongelamento, a suspensão bacteriana foi colocada em meio sólido 
Löwestein-Jensen (Laborclin) e mantidas a 37°C até o 30° dia de 
cultura. Todos os experimentos com H37Rv foram realizados em cabine 
de fluxo laminar classe B2, seguindo as normas apropriadas de 
biossegurança. 
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3.6. MYCOBACTERIUM BOVIS BACILO DE CALMETTE- GUÉRIN  
 
Mycobacterium bovis BCG cepa Pasteur expressando uma 
proteína vermelha DsRed, como descrito previamente (ABADIE et al., 
2005; DE FARIA et al., 2012), foram utilizadas a partir de amostras 
congeladas freezer -80°C contendo 3x108 bactérias/ml.  
 
 
3.7. MARCAÇÃO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS H37RV 
COM SYTO 24 
 
Uma suspensão bacteriana em PBS foi ajustada para a escala 1 de 
Mc Farland (3x108 bactérias/ml). A suspensão foi dividida em tubos 
plásticos de 1,5 ml e  SYTO 24 5mM (Life Technologies) foi 
adicionado para obter uma concentração final de 1 µM. Seguiu-se com a 
incubação a 37°C durante uma hora. Após esse período os tubos foram 
centrifugados a 20.000 x g por 20 minutos, a temperatura ambiente, o 
sobrenadante foi desprezado e as bactérias foram lavadas com 1 ml de 
PBS e novamente centrifugada nas mesmas condições. O pellet final foi 
ressuspendido em DMEM não suplementado. 
 
 
3.8. ENSAIOS DE ADESÃO  
 
Após sete dias de diferenciação, o sobrenadante da cultura dos 
MMOs foi removido e os poços lavados com 1 ml de PBS. Para o 
destacamento das células do fundo do poço, as células foram incubadas 
com 500 µl de Accutase (Sigma) a 37°C e 5% de CO2 por 10 minutos. 
Em seguida, a monocamada de células foram destacadas com uma 
micropipeta de 1000 µl. A suspensão de células foi centrifugada a 800 x 
g por 5 minutos e ressuspendidas em DMEM suplementado com 10% de 
SBF, Piruvato de sódio 1mM, L-glutamina 2mM e HEPES 25mM. As 
células ficaram repousando  durante 1 hora e meia a 37°C e 5% de CO2, 
com o propósito de recuperar possíveis danos a membrana celular 
causada pela incubação com Accutase. As células foram novamente 
centrifugadas a 800 x g por 5 minutos e ressuspendidas em DMEM não 
suplementado. A quantidade de 5x105 células foi colocada em 200 ul de 
DMEM em tubos plásticos de 1,5 ml e colocadas no gelo por 10 
minutos. Em seguida, ainda no gelo, a suspensão de bactérias (H37Rv 
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ou BCG DsRed) foi adicionada às células, em  multiplicidade de 
infecção (MOI) de 30, por 1 hora. Após a incubação, a suspensão foi 
centrifugada a 800 x g por 5 minutos, o pellet foi lavado com 1ml de 
PBS gelado e ressuspendido em 200 µl paraformaldeído 2% (PFA 2%) e 
incubado durante a noite na geladeira. Quando as amostras eram para 
citometria de fluxo as células foram ressuspendidas em 10 µl de uma 
solução contendo PBS + 1% SBF e Fcblock (CD16/CD32, 1:100) e os 
anticorpos contra os antígenos de interesse adicionados a essa solução 
na concentração 1:100. A marcação com anticorpos foi realizada durante 
uma hora no gelo e depois as células foram lavadas com 1 ml de PBS 
gelado. 
 
 
3.9. ENSAIOS DE FAGOCITOSE 
 
Ao fim do sétimo dia de diferenciação, o sobrenadante da cultura 
dos BMMS foi removido e os poços lavados com 1 ml de PBS. Para o 
destacamento das células do fundo do poço, as células foram incubadas 
com 1 ml de Tripsina (Lonza) a 37°C e 5% de CO2 por 8 minutos. Em 
seguida, as células foram destacadas com uma micropipeta de 1000 µl. 
A suspensão de células foi centrifugada a 800 x g por 5 minutos e 
ressuspendidas em DMEM suplementado com 10% de SBF, Piruvato de 
sódio 1mM, L-glutamina 2mM e HEPES 25mM. Foram colocadas 
5x105 células por poço em placas de poços chatos e incubadas overnight 
a 37°C e 5% de CO2. Após a incubação as células foram infectadas 
(MOI = 30) com a suspensão de bactérias (H37Rv ou BCG) por 4 horas, 
nas mesmas condições. Depois as células foram lavadas com 1 ml de 
PBS e destacadas com Accutase a 37°C e 5% de CO2 por 10 minutos. 
Em seguida, as células foram destacadas com uma micropipeta de 1000 
µl e a suspensão foi centrifugada a 800 x g por 5 minutos e 
ressuspendidas em 200 µl PFA 2% e incubado durante a noite na 
geladeira. Quando as amostras eram para citometria de fluxo as células 
foram ressuspendidas em 10 µl de uma solução contendo PBS + 1% 
SBF e Fcblock (CD16/CD32, 1:100) e os anticorpos contra os antígenos 
de interesse adicionados a essa solução na concentração 1:100. A 
marcação com anticorpos foi realizada durante uma hora no gelo e e 
depois as células foram lavadas com 1 ml de PBS gelado. 
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3.10. VIABILIDADE CELULAR COM FVS 
 
 Para o teste de viabilidade foi utilizado o reagente BD HorizonTM 
Fixable Viability Stain (BD Bioscience), este composto é um corante de 
aminas que reage e liga-se covalentemente a aminas de superfície e 
intracelulares. Os MMOS retirados dos poços com Accutase foram 
deixados descansar por 1 hora e meia em DMEM suplementado com 
10% de SBF, Piruvato de sódio 1mM, L-glutamina 2mM e HEPES 
25mM a 37°C e 5% de CO2. Após esse período as células foram lavadas 
com PBS e marcadas com FVS 0,25 µg/ml por 15 minutos, a 
temperatura ambiente e protegido da luz. Após o período de marcação as 
células foram lavadas com PBS + 1% SBF. A análise das células foi 
realizada por citometria de fluxo. 
 
 
3.11. MICROSCOPIA ÓPTICA DE FLUORESCÊNCIA 
 
Antes de entrar em contato com as células as lamínulas foram 
lavadas com água e sabão e enxaguadas com água destilada. Em 
seguida, foi feita uma lavagem com solução álcool-éter (1:1) e as 
lamínulas foram autoclavadas para posterior uso. Em fluxo laminar, foi 
adicionado 500 µl de PBS ao fundo das placas, posteriormente as 
lamínulas estéreis foram colocadas nos poços e o excesso de PBS foi 
retirado. A fixação das lamínulas foi verificada, depois 5x105 BMMS 
foram adicionados ao poço e foram incubados durante a noite a 37°C e 
5% de CO2 para as células aderirem na lamínula. No dia seguinte, a 
suspensão bacteriana marcada com SYTO 24 foi adicionada às células 
(MOI = 30) e foram submetidas a duas condições diferentes; uma hora 
no gelo ou 4 horas a 37°C e 5% de CO2. Após o tempo de incubação, as 
células foram lavadas com 1 ml de PBS gelado e  incubadas em 500 µl 
PFA 2% overnight. Posteriormente, as lamínulas foram retiradas dos 
poços com uma pinça e secas com ajuda de um papel filtro. Uma gota de 
meio de montagem (ProLong Gold antifade reagent with DAPI, Life 
Tehcnologies) foi colocado sobre uma lâmina de microscopia e a 
lamínula colocada sobre a gota. Esse reagente contém 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) que se liga a timina e adenina no DNA, permitindo a 
visualização do núcleo celular. A visualização da fluorescência foi feita 
em microscópio Olympus BX40. 
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3.12. MEDIDA DO PERÍMETRO E ÁREA DAS CÉLULAS E 
CONTAGEM DE BACILOS 
 
Foram escolhidos campos aleatórios na lâmina, no aumento de 
400x, utilizando o campo claro como referência. Posteriormente, os 
filtros eram trocados a fim de identificar a fluorescência do núcleo 
celular e a fluorescência dos bacilos marcados com SYTO 24 e 
associados aos macrófagos. Os bacilos associados aos macrófagos eram 
contados diretamente no microscópio. As fotos de cada campo foram 
tiradas para sobreposição das imagens (merge). Esta foi feita utilizando 
o programa Adobe Photoshop CC 2014. Dessa maneira, o programa 
ImageJ foi usado para medir o perímetro e área da célula e associar com 
a quantidade de bacilos, conforme a Figura 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Fluxograma da medida do perímetro e área das células. Os 
campos foram selecionados em campo claro, após foram identificados os 
núcleos celulares utilizando DAPI e em seguida foi feita a contagem de bacilos 
marados com SYTO 24. Depois, as fotos foram sobrepostas e a medida do 
perímetro e área celular foram feitas.  
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3.13. ANÁLISE DO DESENVOLVIMENTO DE MACRÓFAGOS 
DERIVADOS DE MEDULA ÓSSEA 
 
A medula óssea de camundongos foi coletada de acordo com o 
item 3.3.  Imediatamente após a coleta as células foram utilizadas para 
fazer o ensaio de adesão do dia 0. As demais células foram colocadas 
em DMEM suplementado com 20% de sobrenadante de L929, 10% 
Soro Bovino Fetal (SBF, Hyclone), Piruvato de sódio 1mM (Sigma), L-
glutamina 2mM (Invitrogen) e HEPES 25mM (Life Technologies). No 
terceiro dia de diferenciação o sobrenadante foi coletado e as células 
aderidas na placa foram destacadas com 500 µl de Accutase (Sigma) a 
37°C e 5% de CO2 por 10 minutos. Esses dois conjuntos de células 
foram utilizados para fazer o ensaio de adesão do dia 3. Para os ensaios 
do dia 5, as células foram coletadas no quinto dia de diferenciação e 
seguiu-se o mesmo protocolo do dia 3. Para ensaios do dia 7 seguiu-se o 
protocolo descrito em 3.3 e para o dia 10 as células foram deixas na 
incubadora a 37°C e 5% de CO2 até o décimo dia, o sobrenadante foi 
descartado e as células aderentes coletadas com 500 µl de Accutase. As 
células ficaram repousando  durante 1 hora e meia a 37°C e 5% de CO2, 
com o propósito de recuperar possíveis danos a membrana celular 
causada pela incubação com Accutase 
 
 
3.14. CITOMETRIA DE FLUXO 
 
Após a incubação com a bactéria ou as células sem infecção 
foram centrifugadas (1200 x g por 5 minutos). O pellet formado foi 
ressuspendido em tubos de 1,5 ml utilizando 10ul de uma solução 
contendo Fc Block (CD16/CD32, 1:100) e o mix de anticorpos 
desejados. A suspensão de células foi então incubada com os anticorpos 
durante uma hora no gelo, lavadas com 1 ml de PBS+1%SBF gelado e 
fixadas com 200ul PFA 2% durante a noite. No dia seguinte as amostras 
foram adquiridas no citômetro de fluxo.  Os anticorpos utilizados foram 
CD1d (clone 1B1, Biolegend), CD3 (clone 17A2, BD), CD4 (clone 
RM4-5, BD), CD8 (clone 53-6.7, BD), CD11b (clone M1/70, BD), 
CD11b (clone M1/70, Biolegend), CD11c (clone HL3, BD), CD19 
(clone 6D5, Biolegend), CD34 (clone RAM 34, BD), CD40 (clone 23-
Mar, BD), CD44 (clone IM7, BD), CD45(LCA) (clone 30-F11, BD), 
CD45R (clone RA3-6B2, BD), CD62L (clone MEL-14, BD), CD69 
(clone H1-2F3, BD), CD80 (B7.1) (clone 16-10A1, BD), CD86 (clone 
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GL-1, Biolegend), CD88 (clone 20/70, BD), CD107a (clone 1D4B, 
BD), CD107a (clone 1D4B, eBioscience), CD107b (Mac-3) (clone 
M3/84, BD), CD115 (clone AFS98, eBioscience), CD117 (clone 2B8, 
BD), CD138 (clone 281-2, Biolegend), CD182 (clone TG11/CXCR2, 
Biolegend), CD195 (clone HM-CCR5, Biolegend), CD206 (clone 
C068C2, Biolegend), F4/80 (clone BM8, eBioscience), F4/80 (clone 
BM8, eBioscience), MHC classe II (I-Ab) (clone AF6-120.1, BD), 
Ly6G and Ly6C (clone RB6-8C5, BD), NK1.1 (clone PK136, BD), Sca-
1 (clone D7, BD), TCR gd (clone GL3, Invitrogen). 
As amostras foram adquiridas no citômetro FACSVerse  ou 
FACSCanto II (Becton Dickinson Bioscience) e as análises foram feitas 
no software FlowJo versão 10.0.7 R2. 
 
 
3.15. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
Os resultados apresentados são expressos como a média ± erro 
padrão da média (E.P.M) e foram submetidos aos testes t de Student ou 
ANOVA de duas via e pós teste de Sidak. As análises estatísticas foram 
realizadas no software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.). 
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4. RESULTADOS 
 
 
4.1. MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MEDULA ÓSSEA 
APRESENTAM DUAS SUBPOPULAÇÕES DISTINTAS. 
 
A fim de analisar diferentes subpopulações, macrófagos 
derivados de medula óssea (MMO) foram divididos, por citometria de 
fluxo, em duas populações distintas baseados em características de 
tamanho (FSC) e complexidade (SSC). À essas subpopulações foi dado 
o nome de população A e B (Figura 6a). A população A apresenta 
frequência média de 65% e a população B de 15% (Figura 6b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Células de medula óssea de camundongos diferenciadas em 
macrófagos com sobrenadante de células L929, durante sete dias. (a) 
Delineação em contorno, contour plot, representativo de macrófagos de medula 
óssea. Estratégia de gating e em destaque as subpopulações A e B (b) 
Porcentagem da frequência das subpopulações A e B. Os resultados representam 
a média ± E.P.M., onde cada ponto representa um experimento independente. 
**** p<0,0001, teste t de Student bicaudal. 
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4.2. A SUBPOPULAÇÃO B APRESENTA MAIOR LIGAÇÃO COM 
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS QUANDO COMPARADO À 
SUBPOPULAÇÃO A. 
 
Após a exposição de MMOs à Mycobacterium tuberculosis 
(Mtb), marcado com um composto fluorescente (SYTO 24), foi 
observado que a subpopulação B apresenta uma média de 74% de 
células positivas para Mtb-SYTO 24, enquanto a subpopulação A 
apresenta uma média 42% de células positivas (Figura 7a e 7c). A média 
da intensidade de fluorescência (MFI) na subpopulação B também se 
mostrou aumentada, 906 unidades arbitrárias (UA), quando comparada 
com A, 447 UA (Figura 7b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: A subpopulação B adere mais à Mtb do que subpopulação A. 
MMOs foram expostos a Mtb-SYTO 24 (MOI=30) durante uma hora no gelo. 
(a) Porcentagem de células positivas e intensidade de fluorescência de Mtb-
SYTO 24. (b) Histograma representativo da intensidade de fluorescência de 
Mtb-SYTO 24 para população A e B. (c) Dot plots representativos da 
porcentagem de células positivas para Mtb-SYTO 24 das subpopulações A e B. 
Os resultados representam média ± E.P.M., onde cada ponto é representativo de 
um experimento independente, exceto em (c), na qual cada ponto é 
representativo de uma célula em um experimento. ** para p<0,01 e 
***p<0,001, teste t de Student bicaudal. 
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Corroborando estes resultados, por meio de microscopia de 
fluorescência, foi possível observar que células com área menor, média 
de 14 µm2,  se associavam, preferencialmente, com mais de um bacilo e 
células com área maior, média de 33 µm2, se associavam com apenas 
um bacilo (Figura 8a e 8b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Células com área celular menor apesentam maior quantidade de 
bacilos associados do que células com área maior. (a) Fotomicrografias de 
MMOs expostos à Mtb, aumento de 400x. (b) Área celular de MMOs expostos à 
Mtb. Os resultados representam média ± E.P.M., onde cada ponto é 
representativo de um experimento independente, exceto em (d), na qual cada 
ponto é representativo de uma célula em um experimento. ****p<0,0001, teste t 
de Student bicaudal. 
 
Após a aderência do bacilo ao macrófago o evento subsequente é 
a fagocitose, desta forma, uma incubação de 4 horas a 37°C foi feita a 
fim de permitir que esta célula fagocitasse Mtb (SCHLESINGER, 
1996). Assim como nos ensaios de adesão, após a incubação de MMOs 
com Mtb-SYTO 24 durante 4 horas a 37°C, a subpopulação B exibiu 
maior fagocitose de Mtb quando comparada com A, apresentando uma 
média de 86% de células positivas para Mtb-SYTO 24 enquanto a 
subpopulação A apresentou uma média de 38% de células positivas 
(Figura 9a). A subpopulação B também mostrou maior média de 
intensidade de fluorescência, 1035 UA que a subpopulação A, 676 UA 
(Figura 9b). Os resultados de microscopia de epifluorescência 
novamente mostraram que células menores, média de 24 µm2, se 
associam, preferencialmente, com mais de um bacilo e células maiores, 
média de 36 µm2, com apenas um bacilo (Figura 9c e 9d). 
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Figura 9: A subpopulação B fagocita mais Mtb do que subpopulação A. 
MMOs foram incubados com Mtb-SYTO 24 (MOI=30) durante 4 horas a 37°C. 
(a) Porcentagem de células positivas e intensidade de fluorescência de Mtb-
SYTO 24. (b) Histograma representativo da intensidade de fluorescência de 
Mtb-SYTO 24 para população A e B. (c) Área celular de MMOs expostos à 
Mtb. (d) Microscopia de fluorescência de MMOs incubados com Mtb, aumento 
de 400x. Os resultados representam média ± E.P.M., onde cada ponto é 
representativo de um experimento independente, exceto em (c), na qual cada 
ponto é representativo de uma célula em um experimento. **** para p<0,0001, 
teste t de Student bicaudal. 
 
 
4.3. A SUBPOPULAÇÃO B INTERAGE MAIS COM O BACILO DE 
CALMETTE-GUÉRIN (BCG). 
 
A fim de descartar a possibilidade de que a marcação com o 
composto fluorescente SYTO 24 influencia os processos de adesão e 
fagocitose, utilizou-se BCG, a qual expressa uma proteína fluorescente 
vermelha (DsRed).  Macrófagos derivados de medula óssea foram 
expostos à BCG DsRed por uma hora no gelo (adesão) ou por 4 horas a 
37°C (fagocitose). A subpopulação B apresentou maior média de células 
positivas para BCG DsRed durante a adesão, 14% quando comparada a 
1 bacilo > 1 bacilo
0
20
40
60
80
100
Á
re
a 
ce
lu
la
r (
µ
m2
)
****
A B
0
500
1000
1500
M
FI
 - 
SY
TO
 2
4
A
B
A B
0
20
40
60
80
100
%
 c
él
ul
as
 M
tb
-S
YT
O
 2
4 
+ A
B
****
a b 
%
  M
ax
 
 
Mtb - SYTO 24  
84#μm2#61#μm2#48#μm2#
35#μm2# #32#μm2# 21#μm2#
c d 
B 
A 
  
47 
subpopulação A, 1,7%. Na fagocitose, observou-se o mesmo fenômeno, 
a subpopulação B apresenta maior média de células positivas para BCG 
DsRed, 9,7% do que a A, 3,7% (Figura 10). Estes resultados sugerem 
que a marcação com SYTO 24 não influencia na maior ligação da 
subpopulação B a Mtb. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: A subpopulação B adere e fagocita mais BCG DsRed do que 
subpopulação A. MMOs foram incubados com BCG DsRed (MOI=30) durante  
1 hora no gelo (a) ou 4 horas a 37°C (b). (a) Porcentagem de células positivas 
para BCG DsRed durante a adesão (b) Porcentagem de células positivas para 
BCG DsRed durante a fagocitose. Os resultados representam média ± E.P.M., 
onde cada ponto é representativo de um experimento independente. * para 
p<0,05, teste t de Student bicaudal. 
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4.4. A TRIAGEM DE MOLÉCULAS DE SUPERFÍCIE CELULAR 
REVELOU QUE A SUBPOPULAÇÃO B É CARACTERIZADA 
COMO SSCLOFSCLOF4/80INTCD11BINT  . 
 
A maior capacidade de interação da população B com 
micobactérias despertou interesse por possíveis moléculas de superfície 
presentes nesta população envolvidas neste processo. As moléculas de 
superfície celular foram identificadas por citometria de fluxo, todas as 
moléculas testadas estão listadas na Figura 11. Não houve diferença na 
expressão das moléculas de superfície entre os grupos não expostos e 
expostos à bactéria (Figura 11). Quando comparados com MMOS não 
marcados com anticorpos, estas células não apresentaram expressão de 
CD1d, CD3, CD4, CD8, CD25, CD34, CD40, CD44, CD45R, CD62L, 
CD69, CD80, CD107b, CD117, CD138, CD182, Ly6C/Ly6G, MHC 
classe II, NK1.1, Sca-1, TCRγδ. Enquanto que a expressão de CD11b, 
CD11c, CD19, CD45, CD86, CD88, CD107a, CD115, CD195, CD206, 
F4/80 e MHC classe I foram detectados nos macrófagos derivados de 
medula óssea (Figura 11). 
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Figura 11: Triagem de moléculas de superfície de MMOs. MMOs foram 
expostos ou não a Mtb-SYTO 24 (MOI=30) durante uma hora no gelo, após 
esse período as células foram marcadas com anticorpos contra as moléculas de 
superfície por uma hora no gelo, depois lavadas e fixadas. Histogramas 
representativos da intensidade de fluorescência de cada molécula.  
 
 
Com relação às moléculas de superfície clássicas de macrófagos, 
F4/80 e CD11b (SPRINGER et al., 1979; AUSTYN e GORDON, 1981; 
REMOLD-O'DONNELL, 1988), a subpopulação B apresenta média de 
células positivas de 75% e 76% e intensidade de fluorescência 250 UA, 
127 UA, respectivamente . Esses valores são menores em comparação 
com a subpopulação A que apresenta média de células positivas de 87% 
e 85% e intensidade de fluorescência 530 UA, 248 UA  para F4/80 e 
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CD11b, respectivamente (Figura 12a, 12b, 12c, 12d). Dentre todas 
moléculas de superfícies testadas, as que se estão mais expressas na 
subpopulação B são apenas CD195 e CD107a. A população B apresenta 
média de 36% e 24% de células positivas para CD195 e CD107a, 
respectivamente, enquanto que a subpopulação A apresenta 4,7% e 12% 
de células positivas para as mesmas moléculas.  Em relação a 
intensidade de fluorescência, a subpopulação B média de 53 UA e 221 
UA para CD195 e CD107a, respectivamente, e a subpopulação A  média 
de 29 UA e 157 para estas moléculas (Figura 12e, 12f, 12g,12h). 
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Figura 12: A subpopulação B é caracterizada como 
SSCloFSCloF4/80intCD11bint  e apresentam maior expressão de CD195 e 
CD107a quando comparada com a subpopulação A. MMOs foram expostos 
ou não a Mtb-SYTO 24 (MOI=30) durante uma hora no gelo, após esse período 
as células foram marcadas com anticorpos contra as moléculas de superfície por 
uma hora no gelo, depois lavadas e fixadas. (a,c,e,g) Porcentagem de células 
positivas e intensidade de fluorescência para F4/80, CD11b, CD195 e CD107a 
respectivamente. (b,d,f,h) Histograma representativo da intensidade de 
fluorescência de F4/80, CD11b, CD195 e CD107a respectivamente. Os 
resultados representam a média ± E.P.M. onde cada ponto representa um 
experimento independente. * para p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001  e **** 
p<0,0001, teste t de Student bicaudal. 
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CORRELACIONA-SE COM A EXPRESSÃO DE CD195 E NÃO 
COM CD107A. 
 
Devido a presença de mais células positivas para CD195 e 
CD107a na subpopulação B, foi investigado se a maior adesão a Mtb 
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de CD195, enquanto que nas células positivas para Mtb a expressão de 
CD195 é de 29,4% (Figura 13a). Porém, a expressão de CD107a nestes 
dois grupos não difere, nas células negativas para Mtb a expressão de 
CD107a é de 11% e nas positivas é de 10,2% (Figura 13b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: A maior adesão à Mtb na subpopulação B está correlacionada a 
CD195, mas não a CD107a. MMOs foram expostos Mtb-SYTO 24 (MOI=30) 
durante uma hora no gelo, após esse período as células foram marcadas com 
anticorpos contra as moléculas de superfície por uma hora no gelo, depois 
lavadas e fixadas. A subpopulação B foi separada em células Mtb negativas (-) e 
positivas (+) e os gates da expressão de CD195 e CD107a foram feitos de 
acordo com as células não marcadas com anticorpos. Os resultados são 
representativos de 5 experimentos independentes para CD195 e 1 experimento 
independente para CD107a. 
 
 
4.6. CÉLULAS DE CAMUNDONGOS NOCAUTES PARA CD195 
APRESENTAM O MESMO PERFIL DE ADESÃO QUE CÉLULAS 
DE ANIMAIS SELVAGENS QUANDO EXPOSTOS À MTB 
 
Visto que CD195 correlaciona com a maior adesão de Mtb, 
utilizou-se macrófagos derivados de medulas de camundongos nocautes 
(KO) para CD195 a fim de avaliar a participação deste receptor no 
processo. Na população A, obteve-se 50% de células selvagens (WT) 
positivas para Mtb e 46% de células CD195 KO positivas para Mtb. Na 
população B, a porcentagem de células positivas foi de 79% e 81%, para 
células WT e CD195 KO, respectivamente (Figura 14). Com relação a 
intensidade de fluorescência, o total de células WT e CD195 KO 
apresentaram 518 UA e 495 UA, respectivamente. Ainda, a população A 
apresentou 494 UA para células WT e 466 UA para células CD195 KO 
e a população B 1261 UA para WT e 1302 UA para CD195 KO (Figura 
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14). Estes dados indicam que CD195 não participa na adesão de Mtb a 
macrófagos derivado de medula óssea. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Células CD195 KO apresentam mesmo perfil de adesão de 
células WT. MMOs de camundongos WT ou CD195 KO foram expostos Mtb-
SYTO 24 (MOI=30) durante uma hora no gelo. Porcentagem de células 
positivas e intensidade de fluorescência de Mtb-SYTO 24. Os círculos 
representam as células WT e os triângulos células CD195 KO. Os resultados 
representam a média ± E.P.M. onde cada ponto representa um experimento 
independente. * para p <0,05 e ***p<0,001, teste t de Student bicaudal. 
 
 
4.7. CINÉTICA DE DIFERENCIAÇÃO DOS MACRÓFAGOS DE 
MEDULA ÓSSEA. 
 
Devido ao menor tamanho e complexidade da população B 
(Figura 6a), a menor expressão de F4/80, CD11b (Figura 12a,b,c,d), 
assim como a menor expressão de CD45, CD86, CD115, CD206 e MHC 
classe II (Figura 11)  gerou-se a hipótese de que a subpopulação B é 
uma população mais imatura do que a subpopulação A. Assim, o estágio 
de maturação da célula poderia estar envolvido com maior adesão 
encontrada nestas células. Desta forma, foram coletadas células da 
cultura de medula óssea durante os dias 0, 3, 5, 7 e 10 de diferenciação. 
Durante todos os dias coletados, foi possível identificar as 
subpopulações A e B com base nos parâmetros FSC vs SSC (Figura 
15a) utilizados previamente (Figura 6). Observou-se um aumento na 
frequência dos eventos correspondentes à subpopulação A e um 
decréscimo da subpopulação B (Figura 15b). No dia 3 estas 
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subpopulações apresentam frequência média de  37,8% e 26%, no dia 5, 
53% e 17%, no dia 7, 65% e 13% e no dia 10, 73% e 6%, 
respectivamente para população A e B (Figura 15b). Em relação a 
adesão à Mtb, a subpopulação B aumenta a associação à Mtb conforme 
o tempo enquanto que a subpopulação A diminui. No dia 3, a média de 
células positivas para Mtb-SYTO24 é de 51,5 % e 30,5% , no dia 5, 
28% e 16%, no dia 7, 32% e 85% e no dia 10, 6% e 75% (Figura 15C). 
Este aumento da adesão bacteriana, na subpopulação B foi observado a 
partir do dia 7, o que sugere a existência de um programa celular 
específico nesta subpopulação que pode ser responsável pela maior 
adesão de Mtb aos macrófagos murinos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Cinética de diferenciação e adesão dos MMOs à Mtb das 
subpopulações A e B. Células foram coletadas nos dias 0, 3, 5, 7 e 10 de 
diferenciação e expostas à Mtb-SYTO24 (MOI=30) durante uma hora no gelo. 
(a) Gráficos em contorno, contour plots, dos dias 0, 3, 5, 7 e 10 , em destaque a 
população B em azul e A em vermelho. (b) Porcentagem da frequência das 
subpopulações A e B conforme os dias de diferenciação. (c) Porcentagem de 
células Mtb-SYTO24+ das subpopulações A e B conforme os dias de 
diferenciação. Os resultados representam a média ± E.P.M. onde cada ponto 
representa um experimento independente. * para p <0,05 e ****p<0,0001, 
ANOVA de duas vias, seguido de teste de Sidak. 
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Para estudar com mais detalhes o processo de amadurecimento 
das duas subpopulações estudadas,  as moléculas de superfície F4/80, 
CD11b, CD117, CD34 e Sca-1, previamente implicados no 
desenvolvimento celular de macrófagos foram avaliadas em células de 
medula de óssea após a exposição ao sobrenadante de células L929 
(HIRSCH et al., 1981; SPANGRUDE et al., 1988; KRAUSE et al., 
1994; GOODELL et al., 1996). A expressão de F4/80 aumenta 
conforme os dias para as duas populações. A porcentagem de células 
positivas para F4/80, no dia 0 é de 19,9% e nas subpopulações A e B é 
respectivamente, no dia 3, 45,5% e 10,8%, no dia 5 89% e 24,2%, no dia 
7, 91% e 79% e no dia 10, 92% e 80% (Figura 16a). Em relação ao 
CD11b, a expressão também aumenta conforme os dias, o total no dia 0 
é de 33,1% de células positivas para CD11b, já as subpopulações A e B 
exibiram respectivamente, no dia 3, 64% e 44,7%, no dia 5, 87% e 72%, 
no dia 7, 93% e 74% e no dia 10, 92% e 80,6% (Figura 16b).  As células 
CD34+ CD117+ Sca-1+ estavam presentes, no dia 0 em 3,99% do total da 
população de MMOs, já no dia 3, 1,93% e 0,64%, no dia 5, 0,63% e 
0,40%, no dia 7 0,086% e 0,015% e no dia 10 0,092% e 0,003% das 
subpopulações A e B, respectivamente (Figura 16c). 
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Figura 16: Cinética da porcentagem de células F4/80+, CD11b+ e 
CD34+CD117+Sca1+. Células foram coletadas nos dias 0, 3, 5, 7 e 10 de 
diferenciação e expostas à Mtb-SYTO24 (MOI=30) durante uma hora no 
gelo.(a) Cinética da porcentagem de células F4/80+ (b) Cinética da porcentagem 
de células CD11b+ (c) Cinética da porcentagem de células CD34+CD117+Sca1+. 
Os resultados representam a média ± E.P.M. * para p <0,05, ** p<0,01, 
***p<0,001 e ****p<0,0001, ANOVA de duas vias, seguido de teste de Sidak. 
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5. DISCUSSÃO 
 
Foi mostrado neste trabalho duas populações de macrófagos 
derivados de medula óssea que inicialmente se revelaram diferentes em 
tamanho, complexidade e na frequência em que aparecem na cultura 
celular, essas populações foram denominadas A e B. Na literatura, um 
grupo que estudava diferenciação de macrófagos de medula óssea após 
criopreservação, observou também duas populações, chamadas G1 e G2, 
em que G1 é uma população menor e menos frequente e G2, maior e 
mais frequente (MARIM et al., 2010). Além disso, foi demonstrado que 
existem macrófagos pequenos e grandes em peritônio de camundongos, 
sendo que os grandes também aparecem em maior porcentagem que os 
pequenos (GHOSN et al., 2010). Outros trabalhos tratam as populações 
de macrófagos murinos como única, além disso as comparações 
existentes são feitas entre macrófagos de origem distintas ou entre 
células aderentes e não aderentes (ALEXANDER e SMITH, 1978; 
WALKER et al., 1985; GJOMARKAJ et al., 1999; NOSS et al., 2000; 
LIU et al., 2006; BOWDISH et al., 2009; FRANCKE et al., 2011; 
WANG et al., 2013). Em humanos, há evidências de macrófagos 
alveolares pequenos e grandes, onde os pequenos também são minoria 
neste caso, esses macrófagos foram encontrados em indivíduos 
saudáveis e doentes (FRANKENBERGER et al., 2004; WRIGHT et al., 
2009; GARRATT et al., 2012; JAMBO et al., 2014). 
Além das diferenças nas características de tamanho em relação a 
população A, a população B apresentou uma maior interação com Mtb, 
evidenciado nos ensaios de adesão e fagocitose, e demonstrado por 
citometria de fluxo e por microscopia de fluorescência. Na microscopia 
de fluorescência é possível sugerir que as células com área celular 
menor são representativas da população B, na citometria de fluxo, 
devido ao seu tamanho e a quantidade de bacilos associado a essas 
células. Ghosn et al. (2010) mostrou, por citometria de fluxo, que os 
macrófagos pequenos do peritônio fagocitam mais Escherichia coli do 
que os macrófagos grandes. Esse dado reforça a idéia de que macrófagos 
menores tem maior atividade fagocítica. Além disso, Jambo et al. (2014) 
relataram que os macrófagos alveolares menores, encontrados em 
humanos, são mais infectados pelo vírus HIV, porém estas células tem 
atividade fagocítica prejudicada. Marim et al. (2010), os quais 
observaram também duas populações em macrófagos de medula óssea, 
não analisaram diferenças funcionais das mesmas, apenas a expressão de 
moléculas de superfície.  
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Os experimentos utilizando BCG DsRed reforçam o resultado 
que a população B apresenta maior capacidade de interação com 
micobactérias quando comparada com A. Além disso, a expressão 
genética uma proteína fluorescente da BCG, mostra que a marcação com 
SYTO 24 não altera o perfil de adesão ou fagocitose. Estudos mostram 
que não há diferença na fagocitose de BCG e Mtb (BAND et al., 1986; 
SILVER et al., 1998) , portanto a menor porcentagem de células 
positivas nesses processos, pode ser explicada pelo fato de que os 
estoques BCG DsRed são congelados enquanto que a Mtb utilizada para 
os experimentos são provenientes diretamente do meio sólido, 
apresentando assim um melhor fitness para a infecção. 
A maior interação dessa população, menor e menos frequente, 
com Mtb despertou interesse para possíveis moléculas de superfície que 
facilitassem a comunicação entre bacilo e célula. Foi feita uma triagem 
com anticorpos contra diversos antígenos de superfície a fim de 
caracterizar as populações macrófagos e identificar possíveis alvos na 
população B. O fato de não haver diferença entre os grupos não 
expostos ou expostos a Mtb indica que essas moléculas já existiam 
previamente na população e que a incubação de uma hora no gelo com 
Mtb não alterou a dinâmica das mesmas. Os MMOs não apresentaram 
expressão de CD1d, CD3, CD4, CD8, CD25, CD34, CD40, CD44, 
CD45R, CD62L, CD69, CD80, CD107b, CD117, CD138, CD182, 
Ly6C/Ly6G, NK1.1, Sca-1 e TCRγδ. A expressão de alguns destas 
moléculas não era esperada em macrófagos, pois são encontradas em 
outros tipos celulares como células T (CD3, CD4, CD8, TCRγδ ), 
células B (CD45R, CD138), células NK (CD69, NK1.1) e células tronco 
hematopoiéticas (CD34, CD117, Sca-1). 
 Apesar de não ser encontrada nos MMOS deste trabalho, a 
presença de CD1, CD25, CD40, CD44, CD62L, CD80, CD107b, 
CD182, Ly6C/Ly6G em macrófagos é reportada na literatura (HO e 
SPRINGER, 1983; MARIM et al., 2010; FRANCKE et al., 2011; 
KAWASAKI et al., 2013; WANG et al., 2013; MORGADO et al., 
2014). Essas diferenças na expressão desses marcadores pode ser 
provocada pelos diferentes protocolos de geração de macrófagos de 
medula óssea, os quais podem variar em meio utilizado (DMEM, RPMI 
1640), estímulo para diferenciação e suas concentrações (GM-CSF, M-
CSF, sobrenadante de células L929), duração da diferenciação (5 a 7 
dias), densidade celular e a linhagem do camundongo (C57BL/6J ou 
BALB/C) (LEE e HU, 2013; MURRAY et al., 2014). Por outro lado, 
CD11b, CD11c, CD45, CD86, CD88, CD115, CD195, CD107a, CD206, 
F4/80 e MHC classe II foram expressos na superfície de MMOs, estes 
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marcadores já se mostraram presentes em macrófagos de estudos 
prévios (NORBURY et al., 1995; NOSS et al., 2000; FRANCKE et al., 
2011; DALLI et al., 2012; DUNKELBERGER et al., 2012; MIN et al., 
2013; WANG et al., 2013; DAS et al., 2014). A presença inesperada de 
CD19 nestes macrófagos também foi encontrada, em humanos, por um 
grupo, o qual chamaram esses macrófagos de “B-macrophages“ 
(MONTECINO-RODRIGUEZ et al., 2001). 
Ao final da triagem, a subpopulação B foi caracterizada como 
SSCloFSCloF4/80intCD11bint . As moléculas F4/80 e CD11b são 
características de macrófagos murinos (SPRINGER et al., 1979; 
AUSTYN e GORDON, 1981; MCKNIGHT et al., 1996; GONZALEZ-
JUARRERO et al., 2003; BAIN et al., 2014), a subpopulação B, a qual 
tem maior interação com Mtb, mostrou uma expressão intermediária 
destas moléculas quando comparada com a população A. O F4/80 é um 
antígeno de superfície que possui sete domínios transmembrânicos e um 
domínio extracelular de múltiplos módulos EGF (epidermal growth 
factor) (MCKNIGHT et al., 1996), ele está classificado em uma 
subfamília de receptores acoplados à proteína G (RAPG), chamada de 
RAPG de adesão (BJARNADOTTIR et al., 2007). Sobre a função de 
F4/80, há evidências de que esta molécula participa da tolerância 
periférica, além disso animais nocautes para F4/80 mostraram 
desenvolvimento normal de macrófagos teciduais e reposta 
antimicrobiana igual aos animais selvagens após infecção com Listeria 
monocytogenes (SCHALLER et al., 2002; LIN et al., 2005). Com 
relação a micobactérias, já foi demonstrado que a infecção com BCG 
diminui a expressão de F4/80 em macrófagos, porém dados que 
mostram o papel desta na molécula na adesão a Mtb são escassos 
(EZEKOWITZ e GORDON, 1982; HAMERMAN e ADEREM, 2001). 
Já CD11b, também conhecido como receptor do complemento 3 (CR3), 
é uma glicoproteína heterodimérica de membrana, a qual tem função na 
adesão celular e fagocitose de microrganismos, incluindo Mtb 
(SANCHEZ-MADRID et al., 1983; EGWANG et al., 1984; 
EZEKOWITZ et al., 1984; MOSSER e EDELSON, 1985; CORBI et al., 
1987; HICKSTEIN et al., 1987; REMOLD-O'DONNELL e SAVAGE, 
1988; SCHLESINGER et al., 1990).  
Além disso, de todos as moléculas testadas apenas CD195 e 
CD107a estavam mais expressas na população B que na A. O CD195 
também é conhecido como CCR5, receptor C-C de quimiocina 5, é um 
receptor acoplado à proteína G, possui sete domínios transmembrânicos 
e tem como ligantes MIP (macrophage inflamatory protein)-1α, MIP-
1β, RANTES (regulated on activation normal T cell expressed and 
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secreted) e a glicoproteína de envelope do vírus da imunodeficiência 
humana, gp120 (SAMSON et al., 1996; FARZAN et al., 
1999).(SCHALL et al., 1990; KUNA et al., 1992; SCHALL et al., 1993; 
COCCHI et al., 1995; DRAGIC et al., 1996; DAIRAGHI et al., 1998). 
Já o  CD107a é conhecido como LAMP (lysosome associated membrane 
protein)-1 e é uma glicoproteína, foi primeiramente demonstrada como 
uma proteína intracelular, associada às membranas dos lisossomos 
(CHEN, MURPHY, et al., 1985; CHEN, PAN, et al., 1985). Apesar 
disto, existem relatos na literatura da presença de LAMP-1 na superfície 
de monócitos e linfócitos T CD8+, onde está envolvido com ativação e 
adesão celular (KANNAN et al., 1996; BETTS et al., 2003). Na 
literatura a relação entre LAMP-1 e Mtb está associada à maturação de 
fagossomos após a exposição ao bacilo, dados que mostram LAMP-1 
diretamente relacionado com a adesão de Mtb à células são escassos 
(STURGILL-KOSZYCKI et al., 1994; XU et al., 1994; TORRES et al., 
2006; KUMAR et al., 2015).  
Devido a maior presença de  CD195 e CD107a  na subpopulação 
B, estas moléculas foram consideradas possíveis alvos para a interação 
entre MMOs e Mtb. Porém, quando a análise foi feita dentro da 
subpopulação B, as células que tinham maior associação com Mtb eram 
as células que expressavam mais CD195, enquanto que a expressão de 
CD107a não se altera entre células que tem mais ou menos interação 
com Mtb, este fato direcionou a nossa atenção para CD195. Em 2005, 
foi demonstrado que CD195 poderia formar heterodímeros com CD88, 
receptor de C5a (C5aR), uma molécula que está expressa em 77% da 
subpopulação B, praticamente a mesma porcentagem de Mtb associado 
a ela, 74%. Entretanto, a população A também 69% de CD88, mas tem 
apenas 42% de associação a Mtb (HUTTENRAUCH et al., 2005). A 
partir deste fato foi hipotetizado que a heterodimerização de CD195, o 
qual está presente na subpopulação B, com CD88 poderia levar à uma 
alteração de conformação de CD88 e consequente aumento da 
associação da subpopulação B com Mtb. Além disso, trabalhos mostram 
que CD88 é um receptor participante da imunidade no pulmão, e que 
macrófagos primados com Mtb, estimulam células T a expressar mais 
CD88 (HOPKEN et al., 1996; CONNELLY et al., 2007). Porém, 
MMOs derivados de camundongos nocautes para este receptor 
apresentaram a mesma quantidade de associação à Mtb do que os 
MMOs derivados de camundongos selvagens (dados preliminares não 
apresentados). 
Visto que a ausência de CD88 não influencia na interação entre a 
subpopulação B e Mtb, foi investigada o possível envolvimento de 
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CD195 com o processo de adesão de Mtb. Na literatura, esta interação 
foi estudada in vivo , onde camundongos nocautes para esse receptor 
controlam a infecção causada por Mtb, porém apresentam aumento no 
infiltrado linfocítico no pulmão (SCOTT ALGOOD e FLYNN, 2004). 
Ainda, esta interação também foi estudada in vitro, onde a infecção com 
Mtb aumenta a expressão de CCR5 em macrófagos; e em células 
dendríticas foi mostrado que CD195 reconhece a proteína Hsp70 
micobacteriana e portanto poderia agir como um receptor de 
reconhecimento de padrões (FLOTO et al., 2006; DAS et al., 2014). 
Levando em conta os dados apresentados e os da literatura, foi 
investigado se CD195 participa do aumento da adesão da subpopulação 
B a Mtb, para isso foram utilizados MMOs derivados de camundongos 
nocautes para CD195. Contudo, a adesão de Mtb à subpopulação B em 
células nocautes se mostrou igual a adesão em células selvagens. 
Portanto, essa característica da subpopulação B não é dependente de 
CD88 ou CD195, outras moléculas de superfície presentes nesta 
população e não testados neste trabalho podem ser responsáveis pelo 
aumento da adesão. Por exemplo, os receptores do tipo scavenger, já 
foram mostrados na literatura como possíveis alvos de Mtb (SCHAFER 
et al., 2009; HAWKES et al., 2010; SEVER-CHRONEOS et al., 2011), 
assim como os receptores do tipo toll que também estão envolvidos no 
reconhecimento de Mtb (UNDERHILL et al., 1999; MEANS et al., 
2001; BAFICA et al., 2005). Além desses, há evidências que os 
receptores mincle participem do  reconhecimento micobacteriano 
(ISHIKAWA et al., 2009; BEHLER et al., 2012). Embora, estudos 
mostram que os receptores de manose (CD206), receptor do 
complemento 3 (CD11b), receptor do complemento 4 (CD11c) e CD44 
também participam da interação com micobactérias, estes marcadores 
estavam mais expressos na população A do que na B, portanto não 
foram associados com o aumento da adesão desta população ao bacilo 
(SCHLESINGER et al., 1990; SCHLESINGER, 1993; LEEMANS et 
al., 2003; ROOYAKKERS e STOKES, 2005). Ademais, essa interação 
elevada possa talvez ser mediada por outros receptores ainda não 
descritos como participantes da interação com Mtb, e por receptores que 
não sejam de reconhecimento de padrões, pois levam a ativação de vias 
antimicrobianas, desfavorecendo o patógeno. Talvez a utilização 
deste(s) outro(s) receptor(es) presente(s) nesta população pode conferir a 
Mtb uma maior chance de sobrevivência. Apesar de não estarem 
envolvidas na interação com Mtb, as moléculas CD195 e CD107a 
podem ser utilizadas como identificadoras dessa subpopulação em 
outros contextos.  
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Uma hipótese alternativa é a existência de uma maior interação 
física entre a subpopulação B dos macrófagos e Mtb. Já foi demonstrado 
que macrófagos peritoniais e Mtb apresentam carga negativa, -12,49 mV 
e –22,6 mV, respectivamente, estas cargas foram medidas pelo potencial 
zeta em pH fisiológico (SILVA FILHO et al., 1987; AYALA-TORRES 
et al., 2013). Além disso, foi mostrado que conforme o diâmetro de 
partículas hidrofóbicas aumenta, a carga negativa da partícula também 
aumenta (TABATA e IKADA, 1988). Portanto, é possível que a 
subpopulação A, devido ao seu maior tamanho, tenha mais carga 
negativa em sua superfície e repila Mtb, enquanto que a subpopulação 
B, por ter menor tamanho, apresente menos cargas negativas em sua 
superfície, facilitando o contato com a bactéria.  
Outra hipótese gerada é de que a subpopulação B é uma 
população mais imatura derivada das células de medula óssea e que o 
estágio de maturação poderia estar envolvido neste fenômeno. Esta idéia 
baseia-se no fato da subpopulação B ser menor, menos complexa e 
apresentar menor expressão dos marcadores de superfície celular F4/80, 
CD11b, CD45, CD86, CD115, CD206 e MHC classe II em comparação 
a subpopulação A. Apesar de não haver diferenças entre as porcentagens 
de células progenitoras presentes, é possível observar a menor expressão 
de F4/80 e CD11b na subpopulação B do que na A, principalmente 
durante os dias 3 e 5 de diferenciação. Estes dados indicam que a 
subpopulação B é mais imatura, devido ao fato de que F4/80 é 
considerado um marcador de maturação de macrófagos e que outros 
trabalhos também relacionam a menor expressão de F4/80 e CD11b com 
um estágio mais imaturo de macrófagos (HIRSCH et al., 1981; 
HUSSAIN e STOHLMAN, 2012; ZASLONA et al., 2012). Além disso, 
a frequência da subpopulação A aumenta conforme o tempo de 
diferenciação enquanto a subpopulação B diminui. É possível que 
células da subpopulação B se diferenciem e aumentem de tamanho, 
apresentando características da subpopulação A. Há evidências na 
literatura que mostram que timócitos, células dendríticas, linfócitos B e 
macrófagos imaturos são preferencialmente infectados por diferentes 
patógenos (DAVIES et al., 1988; VACHERON et al., 2002; 
OKAMOTO et al., 2012). Ainda, outro trabalho mostrou que Mtb inibe 
a maturação de células dendríticas humanas, indicando que este um 
estado celular mais imaturo talvez possa favorecer a bactéria 
(HANEKOM et al., 2003). Durante a maturação dos macrófagos, a 
adesão ao bacilo da subpopulação A diminui conforme os dias, 
indicando que nesta subpopulação o estágio mais imaturo favorece a 
adesão da bactéria. Contudo, na subpopulação B o oposto é observado, 
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conforme ocorre a maturação a adesão aumenta e um pico na adesão foi 
observado a partir do dia 7. Isto mostra que na subpopulação B o estágio 
de maturação não parece ser o responsável pelo aumento de adesão. 
Desta forma, é possível que a molécula de superfície responsável pelo 
aumento da adesão tenha seu pico de expressão entre os dias 5 e 7 de 
diferenciação, assim como acontece com a expressão de F4/80. Além 
disso, este pico de adesão bacteriana pode sugerir a existência de um 
programa celular específico desta subpopulação, apresentando um 
processo de diferenciação distinto da subpopulação A, o qual pode ser o 
responsável pela maior adesão de Mtb aos macrófagos. 
O presente trabalho identificou uma subpopulação 
SSCloFSCloF4/80intCD11bint de macrófagos diferenciados in vitro, a qual 
apresenta uma capacidade aumentada de adesão e fagocitose de Mtb, 
independente de CD195. Estes dados geraram a hipótese de que no 
contexto da infecção por Mtb a subpopulação B representa um nicho 
para a replicação bacteriana sendo responsável pela disseminação do 
bacilo in vivo. 
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6. CONCLUSÃO 
 
O presente trabalho identificou uma subpopulação 
SSCloFSCloF4/80intCD11bint de macrófagos diferenciados in vitro, a qual 
apresenta uma capacidade aumentada de adesão e fagocitose de Mtb, 
independente de CD195. 
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